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亚洲 玉米 蝇 免 疫 细胞 中 一 种 
细胞 粘 附 因子 的 研究 


ERE Em 
(南开 大 学 生物 系 K 3001) 


摘要 以 亚洲 玉米 是 Ostrinia furnacalis 为 试 忠 ， 发 现 血细胞 裂解 液 被 昆布 多 糖 或 低 浓度 钙 
离子 激活 后 ， 能 粘 附 奖 细胞， 使 浆 细胞 伸展 。 昆 布 多 糖 处 理 的 血细胞 裂解 液 ， 经 硫酸 锭 沉 
淀 , 凑 甲 基 纤 维 素 离 子 交换 层 析 , ConA -Sepharose 4B 亲 合 层 析 ， 提 纯 到 一 种 细胞 粘 附 因 
子 。 细 胞 粘 附 因子 是 分 子 量 为 64KD 的 蛋白质 。 以 同样 方法 在 血浆 中 纯化 出 一 种 分 子 量 为 
390KD 的 和 蛋白质 ， 推 测 其 可 能 是 血浆 凝固 原 。 经 53% Percoll 浓度 梯度 分 离 纯化 了 两 类 免疫 
细胞 ( 颗粒 细胞 和 浆 细胞 ) 。 证 明细 胞 粘 附 因子 仅 存在 于 颗粒 细胞 中 。 


关键 词 亚洲 玉米 蜡 ， 免 疫 细胞 ， 细 胞 粘 附 因子 ， 细 胞 免疫 反应 


在 昆虫 免疫 中 ， 细 胞 免疫 是 由 昆虫 血细胞 中 的 免疫 细胞 介 导 的 。 细 胞 免疫 反应 主要 
包括 吞噬 作用 、 结 节 形 成 和 包 被 作用 ， 依 侵入 昆虫 的 异物 类 别 .大 小 和 数量 等 不 同 而 表现 
不 同 。 吞 噬 反 应 首先 必须 的 是 免疫 细胞 与 异物 的 接触 ， 现 已 知 昆虫 免疫 细胞 表面 受 体 和 
异物 识别 有 关山 。 在 昆虫 结 节 形 成 和 包 被 反应 中 ， 观 察 到 颗粒 细胞 首先 脱 颗粒 ， 继 而 引 
起 浆 细 胞 粘 附 到 异物 上 ， 形 成 结 节 或 将 之 包 被 3 然而 对 颗粒 细胞 脱 颗粒 后 有 关 释 出 
物 的 具体 性 能 ,成 分 等 知之 其 少 。 昆 虫 的 免疫 反应 ， 常 伴 有 体液 因子 的 参与 以 及 不 同 血 
细胞 间 的 协同 作用 。 在 深入 阐明 昆虫 免疫 的 作用 机 理 方 面 ， 近 年 来 取得 不 少 进展 《~ S, 

本 文 以 亚洲 玉米 坚 为 试 虫 ， 就 局 动 细胞 免疫 反应 的 粘 附 因子 进行 研究 。 以 血细胞 裂 
解 液 提纯 影响 免疫 细胞 行为 的 粘 附 因子 ， 与 此 同时 ， 以 同样 方法 提纯 血浆 中 的 类 似 物 
质 ， 进 行 平 行 测 试 ， 从 分 子 水 平 探讨 昆虫 免疫 反应 中 细胞 免疫 反应 有 关 作 用 机 理 。 


1 材料 和 方法 
1.1 ”免疫 细胞 的 分 离 纯 化 


以 人 工 饲养 的 亚洲 玉米 量 Ostrinia furnacalis 5 龄 幼虫 为 试 材 。 试 虫 以 70% LEK 
MÄE., DERRER KREBS FAA 53% Percoll 浓度 梯度 分 离 纯 化 两 类 免 
疫 细 胞 ( 浆 细胞 和 颗粒 细胞 ) 。 


* 高 校 博士 学 科 点 专项 研究 基金 资助 项 目 
199408 —22 WF, 1994—12—20 收 修改 稿 
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1.2 血浆 和 血细胞 裂解 液 的 制备 


取 2 个 10mL 离心 管 ， 一 管 中 加 入 SmL 缓冲 液 1(0.376 mol 氧化 钠 . 0.25 mol FF 
糖 .0.1 mol 氯 化 钙 、0.01 mol — FARA), EPIA 5 mL 缓冲 液 工 (0.376 mol A 
化 钠 .0.25 mol 蔗糖 .0.0$ mol 氯 化 钙 .0.01 mol 二 甲 肿 酸 纳 )， 置 冰 浴 中 ， 分 别 各 滴 人 和 人 适 
量 试 虫 血 淋 巴 ， 于 4 C40007 /min 离心 20 min, 取出 上 清 液 为 血浆 。 沉 淀 物 为 血细胞 ， 
在 其 第 一 管内 加 入 1mEL 缓 冲 液 工 ， 另 一 管 中 加 入 lmL 缓冲 液 [ ， 匀 浆 。 色 浆液 在 
4C, 18000r/min 离心 2h， 取 出 上 清 液 即 为 血细胞 裂解 液 。 


1.3 ”细胞 粘 附 活性 的 测试 和 诱导 


在 盖 玻 片上 加 适量 欲 测 样品 ， 依 Johhansson 和 SoderhallM 法 处 理 ， 加 人 适量 以 
Percoll 分 离 纯 化 的 浆 细胞 或 颗粒 细胞 ， 在 相差 显微镜 下 观察 欲 测 样品 对 免疫 细胞 行为 
的 影响 。 

将 上 述 含 缓冲 液 工 的 血浆 和 血细胞 裂解 液 分 别 与 同体 积 的 0.1 mg mL 昆布 多 糖 游 
液 或 同体 积 的 燕 饮 水 ( 对照) 混合 ，37 C 温浴 lh, ARAMA 的 血浆 和 血细胞 裂解 
液 同 样 处 理 ， 比 较 其 细胞 粘 附 活性 。 


1.4 细胞 粘 附 因 子 的 纯化 


基本 采用 Johhansson 和 Soderhallt9 对 淡水 是 细胞 粘 附 因子 的 纯化 方法 ， 略 有 更 改 。 
1.4.1 蛋白质 浓度 测定 : K Bradford!!! 方法 进行 。 
1.4.2 MRAM: 将 含 缓冲 液 工 的 血细胞 裂解 液 与 1mg /mL 昆布 多 糖 溶液 按 10:1 
(VV) 混合 ，37 C 温浴 1h。 加 入 等 体积 的 饱和 硫酸 饺 溶 液 ，4 C 静 置 2h, 然后 在 
4C 、13 000 r/min 离心 15min， 弃 去 上 清 液 ， 在 沉 深 物 中 加 入 适量 的 0.01 mol 二 甲 肿 酸 
钠 溶液 ， 使 之 溶解 ， 分 装 于 透析 袋 中 ,在 1L 0.01 mol 二 甲 肪 酸 销 溶液 中 4 CC 透析 过 
夜 ， 透 析 后 的 少量 沉淀 经 4C .7000r/ min 离心 15 min 除去 ， 测 定 上 清 液 样品 的 体 
积 、 蛋 白质 浓度 和 细胞 粘 附 活性 。 
1.4.3 ” 羧 甲 基 纤 维 素 离子 交换 层 析 : 以 预 处 理 后 的 羧 甲 基 纤 维 素 制 成 层 析 柱 (1.8 cm x 
6.0cm), fH 0.01 mol 二 甲 肿 酸 钠 缓冲 液 (pH7.0) 平衡， 用 紫外 分 光 光 度 计 监 测 OD 值 
(280nm)， 加 入 适量 经 硫酸 铵 沉淀 的 样品 ， 以 0.01 mol 二 甲 肿 酸 钠 缓 冲 液 淋 洗 ， 以 含 
0.25 mol 氯 化 钠 的 0.01 mol 二 甲 肿 酸 钠 缓冲 液 洗 脱 ， 分 部 收集 ， 将 具有 细胞 粘 附 活性 的 
部 分 浓缩 供用 。 
1.4.4 ConA-—Sepharose 4B 亲 合 层 析 : 取 适 量 悬 浮 的 ConA 一 Sepharose 4B( 购 自 
Sigma 公司 ) 制 成 亲 合 层 析 柱 (0.9cmx4.0cm)， 用 平衡 缓冲 液 (0.001 mol Ak. 
0.001 mol 氯化镁 .0.001 mol 氧化 锰 、0.Smol 氧化 钠 、0.01mol FIRRA, pH7.0) 平衡 ， 
用 紫外 分 光 光 度 计 监测 OD 值 ， 加 入 适量 上 述 浓 缩 样 品 ， 加 入 淋 洗 液 (0.25 mol EH 
露 吡 喃 糖苷 .0.$ mol 氧化 钠 ,0.01 mol 二 甲 肿 酸 纳 ，pH7.0) 保 温 2h 后 进行 淋 洗 ， 加 入 洗 
脱 液 (0.75 mol 甲 基 甘 露 吡 喃 糖苷 .0.5 mol 氧化 钠 .0.01 mol — A ARRAN, pH7.0) 保温 过 
液 后 洗 脱 ， 分 部 收集 ， 测 定 洗 脱 峰 的 蛋白 质 浓度 和 细胞 粘 附 活性 ， 将 有 活性 的 部 分 浓缩 。 
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以 完全 相同 的 方法 纯化 血浆 中 的 类 似 物 质 。 
1.5 ” 聚 丙烯 酰胺 梯度 凝 胶 电泳 


经 全 部 纯化 流程 后 的 提纯 物 与 电泳 标准 和 蛋白 ( 卵 清盘 白 45 000; 牛 血 清白 蛋白 66 000; 
乙醇 脱 氢 酶 150 000; 6 一 淀粉 酶 200 000， 乙 醛 脱 氢 酶 245 000; 脱 铁 铁 和 蛋白 443 000; P 
TR HR ERE AL 669 000) 依 Rodbord 等 站 法， 进行 聚 丙 烯 酰胺 梯度 凝 胶 (4% ~ 30%) 电 
泳 ， 凝 胶 用 考 马 斯 亮 蓝 R250 染色 ，。 

1.6 ”细胞 粘 附 因 子 所 在 部 位 的 测试 


将 53% Percoll 浓度 梯度 纯化 分 离 的 颗粒 细胞 和 浆 细 胞 ， 分 别 制 成 细胞 裂解 上 清 
液 ， 分 别 与 1 mg/ mL 昆布 多 糖 溶 液 按 10:1(V/ VY) 混合，37 人 C 保温 Ih， 分 别 测定 其 细胞 
粘 附 活性 ， 并 对 两 类 免疫 细胞 裂解 液 进 行 聚 丙 烯 酰胺 梯度 凝 胶 (4% ~ 30%) 电 泳 ， 对 比 
观察 细胞 粘 附 因 子 的 所 在 部 位 。 


2 4h R 
2.1 ”免疫 细胞 的 粘 附和 粘 附 活性 的 诱导 


在 表面 加 入 经 昆布 多 糖 处 理 的 血细胞 裂解 液 的 玻 上 请 上 ， 浆 细胞 粘 附 于 玻 片 上 ， 呈 伸 
展 状 ， 且 有 伪 足 外 伸 ， 而 颗粒 细胞 无 此 反应 (图 1)。 由 表 1 可 看 出 ， 细 胞 裂解 液 经 昆 
布 多 糖 处 理 与 不 经 昆布 多 糖 处 理 的 相 比 ， 浆 细胞 的 粘 附 活 性 提高 了 2.39 倍 ， 缓 冲 液 中 
含 S mmol 钙 离 子 水 与 含 100 mmol 钙 离 子 者 相 比 ， 对 浆 细胞 粘 附 活 性 的 影响 也 不 同 ， 
前 者 较 后 者 活性 提高 了 1.74 倍 。 
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图 1 经 昆布 多 糖 处 理 的 血细胞 裂解 液 图 2 亚洲 玉米 蜡 血 细胞 裂解 液 的 羧 甲 基 纤 维 
对 浆 细胞 行为 的 影响 素 离 子 交 换 层 析 
全 示 颗 粒 细 胞 x 1 200 A 用 含 0.25 mol NaCl 的 0.01 mol 二 甲 
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表 1 昆布 多 糖 和 低 钙 条 件 对 奖 细胞 行为 的 影响 








玻 片 上 不 同 的 底 物 粘 附 的 浆 细 胞 ( %) 
含 100 mmol 钙 离 子 的 血细胞 裂解 液 + 昆布 多 糖 85.25+9.06 
含 100 mmol 钙 离 子 的 血细胞 裂解 液 25.13+5.57 
含 Smmol 钙 离子 的 血细胞 裂解 液 68.75 土 11.23 
空白 样品 ( 仅 有 牛 血 清白 蛋白 ) 13.58+8.31 





注 : (1) 粘 附 的 浆 细胞 的 百分数 ， 是 计数 加 个 视野 的 平均 数 ; 
(2) 血细胞 裂解 液 的 蛋白 质 浓 度 为 3.41 mg/mL; 
(3) 每 个 测试 重复 了 3 次 


2.2 ”血细胞 裂解 液 中 的 细胞 粘 附 因子 


血细胞 裂解 液 经 昆布 多 糖 处 理 后 ， 
连续 进行 三 步 纯 化 (硫酸 铵 沉 深 , 凑 甲 基 纤 
维 素 离 子 交换 层 析 和 ConA 一 Sepharose 4B 
亲 合 层 析 ) 比 活力 提高 138 倍 ( 表 2)。 图 
2 示 血 细胞 裂解 液 经 羧 甲 基 纤 维 素 离子 交 
换 层 析 后 的 测试 结果 ,图 3 示 续 经 ConA 一 
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图 3 亚洲 玉米 蜡 血 细胞 裂解 液 的 ConA — 
Sepharose 4B 亲 合 层 析 
/用 含 075mol a- D- HSE HT SR ML MEE, 0.5 mol PEL 42 Hd 2 ee SB kE 
NaCl, 0.01 mol 二 甲 肿 酸 钠 ，pH7.0 的 洗 脱 液 洗 脱 1， 标 准 蛋白 “2， 血 细胞 裂解 液 提纯 物 


Sepharose 4B 亲 合 层 析 后 的 测试 结果 。 提 纯 的 细胞 粘 附 因子 经 聚 丙烯 酰胺 梯度 凝 胶 电 汶 
检测 为 一 条 谱 带 ， 其 分 子 量 为 64KD 蛋白 质 (图 4) 。 而 同 法 纯化 的 血浆 蛋白 质 分 子 量 为 
390KD( 图 99。 纯化 的 总 结果 见 表 2。 
2.3 ”细胞 粘 附 因子 所 在 部 位 

两 类 免疫 细胞 裂解 液 经 昆布 多 糖 处 理 ， 其 粘 附 活 性 比较 见 表 3。 颗 粒 细胞 裂解 液 对 
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R2 由 血细胞 裂解 液 纯 化 细胞 粘 附 因子 的 结果 


体积 浓度 蛋白 总 量 ”全 部 活性 比 活力 MK ”纯化 倍数 
AS (mL) (mg/mL) (mg) (U) (Umg) (%) 
被 昆布 多 糖 激活 的 血 1.61 4.87 78.407 89.1 l 100 1 
细胞 裂解 液 
硫酸 铵 沉 省 6.3 1.65 10.395 71.4 7 80 7 
We FH BL AT AE Be 14.0 0.046 0.644 47.7 74 54 74 
离子 交换 层 析 ConA 一 6.0 0.0426 0.2556 40.5 158 45 158 


Sepharose 4B 亲 合 层 析 


注 : 以 粘 附 1% 的 浆 细 胞 作为 一 个 活性 单位 ( U) 
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图 5 血浆 提纯 物 的 电泳 图 谱 
L 标准 蛋白 ”2 浓缩 后 经 过 充分 透析 的 血浆 提纯 物 3. 浓缩 后 未 经 透析 的 血浆 提纯 物 


浆 细 胞 的 粘 附 活性 为 54.5%， 浆 细胞 裂解 液 为 28.9%， 空 白 对 照 组 15.29%. 
分 别 对 两 类 免疫 细胞 裂解 液 进行 聚 丙烯 酰胺 梯度 凝 胶 电 泳 比 较 ， 结 果 表 明 仅 在 颗粒 
细胞 中 有 该 粘 附 物质 存在 ， 此 表明 细胞 粘 附 因子 仅 存在 于 颗粒 细胞 中 (图 6). 


表 3 两 类 免疫 细胞 裂解 液 的 粘 附 活性 比较 


免疫 细胞 裂解 液 粘 附 的 浆 细胞 ( %) 
颗粒 细胞 裂解 液 54.5+9.5 
浆 细 胞 裂解 液 28.9+7.4 


空白 样品 15.2+7.8 
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图 6 上 颗粒 细胞 和 浆 细 胞 的 裂解 液 电 瀛 图 谱 


2， 颗 粒 细胞 裂解 液 。 3. 浆 细胞 裂解 液 


3.1 已 知 昆布 多 糖 和 低 浓 度 的 钙 离 子 是 昆虫 和 其 它 节肢 动物 体液 免疫 因素 一 一 原 酚 氧 
化 酶 活化 系统 的 激活 剂 5 外 ， 本 实验 证 明 它 们 又 都 能 诱导 血细胞 裂解 液 对 浆 细胞 的 粘 附 
活性 。 据 此 推测 ， 存 在 于 颗粒 细胞 中 的 细胞 粘 附 因 子 很 可 能 是 原 酚 氧化 酶 活化 阶梯 中 的 
一 种 有 关 成 分 ， 此 因子 的 前 体 可 被 昆布 多 糖 和 低 浓 度 钙 离子 通过 原 酚 氧 化 酶 活化 系统 激 


活 ， 表 现 为 对 浆 细胞 的 粘 附 性 。 





图 7 


经 昆布 多 糖 处 理 的 血浆 对 浆 细胞 


行为 的 影响 


x 1 200 


3.2 血细胞 裂解 液 和 血浆 经 昆布 多 糖 
处 理 后 对 免疫 细胞 引起 的 行为 反应 不 
同 ， 前 者 使 浆 细胞 单个 地 粘 附 于 玻 片 
上 ， 呈 伸展 状 且 有 伪 足 外 伸 ( 图 1)， 而 
后 者 引起 浆 细胞 多 个 集聚 (图 7) 。 对 血 
细胞 裂解 液 和 血浆 依 同样 方法 进行 提纯 
后 ， 其 提纯 物 前 者 为 分 子 量 64KD EH 
质 ， 属 引起 浆 细胞 粘 附 的 细胞 粘 附 因 
子 。 后 者 为 390KD SAR, ITAMA 
其 可 引起 浆 细 胞 集聚 ， 初 步 推测 ， 血 浆 
提纯 物 可 能 与 血 淋 巴 凝固 有 关 ， 概 属 一 
种 血浆 凝固 原 。 已 知 昆虫 血浆 凝固 原 是 
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一 类 脂 蛋 白 ， 含 30% ~ 50% 脂 类 ，1% ~ 4% 碳水 化 合 物 ， 其 中 主要 是 甘露 糖 和 葡 糖 
胺 以 151, eile MIN ConA — Sepharose 4B 亲 合 层 析 得 到 ， 而 ConA 一 
Sepharose 4B 对 甘露 糖 具 有 专 一 亲 合 性 ， 证 明 被 提纯 的 此 种 血浆 蛋白 质 含 有 甘露 糖 残 
基 ， 此 与 昆虫 血浆 凝固 原 含 有 甘露 糖 残 基 相 吻合 。 此 外 ， 脂 和 蛋白 的 一 个 特征 是 在 低 离子 浓 
度 条 件 下 发 生 沉淀 吗 ， 也 与 我 们 提纯 的 血浆 和 蛋白质 经 充分 透析 后 在 聚 丙 焕 酰 胺 梯度 凝 胶 
电泳 中 未 显示 谱 带 相 吻 合 (图 5). 

3.3 表 3 所 示 浆 细胞 裂解 液 亦 表现 有 比 对 照 组 高 的 粘 附 活性 ， 此 种 现象 可 能 是 由 于 取 
血 过 程 中 有 少量 颗粒 细胞 脱 颗粒 引起 的 ， 也 可 能 与 分 离 的 免疫 细胞 并 非 绝 对 纯 有 关 。 因 
为 颗粒 细胞 经 取 血 离 体 后 常 有 脱 颗 粒 现象 I 人， 同时 ， 利 用 Percoll 纯化 血细胞 亦 有 其 限 
度 ， 不 能 达到 绝对 纯 的 程度 外。 
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STUDIES ON A CELL ADHESION FACTOR FROM 
ASIAN CORNBORER IMMUNOCYLES 


Cheng Zhenheng Wang Ruigong 
(Department of Biology, Nankai University Tianjin 300071) 


Abstract The larva of Asian corn borer Ostrinia furnacalis was used as the ex- 
perimental insect. Stable and relatively pure haemocyte population was obtained from 
density gradients of 53% percoll, and two main types of immunocytes, granulocytes 
(GR) and plasmatocyte (PL), were successfully isolated. It was found that a haemocytic 
lysate had cell adhesion activity after it was activated by the beta—1, 3—glucan 
laminarin, or by preparing the lysate in 5 mmol Ca ion. It could be detected that iso- 
lated PL attached and spread in vitro on coverslips coated with the lysate. The factor 
responsible for cell adhesion was isolated from an active haemocytic lysate and puri- 
fied by ammonium sulfate precipitation, carboxymethyl—cellulose ion—exchange 
chromalography and ConA — Sepharose 4B affinity chromatography. 

The cell adhesion factor had a molecular weight of about 64KD in a 
polyacrylamide gel concentration gradient electrophoresis. It was found that the puri- 
fied cell adhesion factor was only present in GR. A protein having a molecular 
weight of about 390 KD was purified from plasma with the same methods. It is possi- 
bly a plasma coagulogen. 


Key words Ostrinia furnacalis, immunocyte, cell adhesion factor, cellular immune re- 
sponse 


